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本研究 に お い て ， C加 妨 肋 刑 砂 川 断 閥 と蛋 白分解性 C わぶわ滋ガ祝m 占0如g才邦鋸椚 と の 分類学的， お
よ び遺伝学的関係 を検討 した． 缶詰 由来の C． 坤0，聯 乃 鮎 62株 の 培養性状， 耐熱性お よ び C． 摘 録 肋 糾明 A ．
190株に 対す る D N A．DNA 相同性 を検討 した
． 胞子形 成は E．M edu sahe ad，， 型 コ ロ ニ ー を形成 する 菌群
くコ ロ ニ ー 型 工型壱削 21株の 大部分 に 認め ら れた の に 対 し， 不 整円型あ るい は円形ボ タ ン 状で s mo oth塾
の コ ロ ニ ー を形成 す る菌群 くコ ロ ニ ー 型工工塾召削 41株 の 大部分で は認 め られ な か っ た ． 工 型 菌の半数以上
の菌株 はI 型薗よ りも 明確 に 異な る強 い 耐熱性 を示 し た． C． 中ロ和 郎 乃錯 工1型菌か ら分離 した D N A はレ フ
ァ レ ン ス 株 C－ boiulin u mA－190の D N Aと 81％以上 の 高い 相同性 を示 し， その D N A－D N A複合体の nnくeI
く50％解離温度1 と ho m ologo u sC． botulin u m A－190複合体 の それ と の差 は見ら れ なか っ た ． しか し
C． Qo rogen esI型 菌の DN A は C． botulin u mA －190 と D N A－D N A相同性 に お い て 30へ 40％異な り， A －
190株と の 間 で形成 され た D N A－ D N A複合体は ho m ologo u sC． boiulin u m A －190株 の D NA－D N A複合
体との T m くeI と比較 した と き， ATm くelが 7．O
O
Cを示 した． C． 砂O rq ge n e Sと 蛋白分解性 C． boiulin u m
の鑑別に は， 細胞壁構成糖 に 基づ い て 区別す る こ と はで きな か っ たが ， 加 熱菌体抗原に よる凝集反応上 で
は， C． 政 明 卿 椚 1 型菌， H塾薗お よ び蛋白分解性 C． 摘 録g才乃鋸 研 の 間に は 互 い に 差異が ある こ と が わか っ
た
．
瓦ey w o rds C h，Stridiu m spo7t m n eS， PrOte Olytic Clostridiu m boiulin u m， D N A－
D N A hom olog y， C ellw alls ugar c o mpo n e nt， agglutin ationtest．
C わぶわ城 祝 椚 頭0 御 乃g ぶは土 壌中に 最 も普遍的に 存
在する C 血油壷馳憫 属の ひ と つ で ある り2I． 一一 般に ガ ス
壊痕の原因薗の ひ と つ と記載され て い るが ， こ の 菌種
自体に は毒素の産生 が 証明さ れな い 1J
．
しか しな が ら，
この薗種の 中に は培養性状， 生 化学性状が 蛋 白分解性
C 払 如ぬ 川 と酷似す る 菌群が存在 す る封． Le eら は
DN A－D N A相 同性試 験 に お い て も 蛋 白 分 解性 C．
抽 加 減 仰 と区別し得な い C． 坤07聯 乃どぶ の 存在 を報
告してい る4糊
．
c． 占扇おノブ乃鋸研 が毒素原性 を示 す の に 対
して， C． 申0ア閥 g 乃gざが毒素原性を示 さ な い だ け で 区別
Abr eviation sこ B B L， Baltim o reBiologic al
され て い る に 過 ぎない 朗． しか し， 毒素原性 は遺伝的変
異 や環境的要因 に よ っ て容 易に 影響 を受 け る こ と か
ら718J， 無 毒 化 し た 蛋白分 解性 C． ん頭痛 椚 仰 と C．
頭07瑠 g 乃gぶと の 分類学的， 遺伝学的関係が問題 と な る
が， 毒素原性 を 重視す る現行 の C 血油壷払 澗 属の 分類
体系に お い て は有毒菌種の 無毒株は同定不能と さ れ る
か別種とさ れ て い る1糊 ． 著者の 研究室に お い て ， 缶詰
の 中か ら 分離 さ れ た C蝕 め元物 憫 の 半 数 以 上 が C．
郎 0 和ge 乃どぶと 同定さ れ て保存さ れ て い るが ， こ れ らの
菌群は その コ ロ ニ ー 性状か ら， C． 中ロ叩gg 裾gSに 特徴的
Labor atoryi B H I， br ain he art infu sio nニ C．
b的rm enia ns， Clostridiu m bifbr m enhm sJ C． botulin u m， C k，Stridiu m botulin um J C． s o 7dellit
Clostridiu m sordelliiI C． spoク聯 n eS， Clostridium 頭OYt7gen eSI D N A， de o xyribo n u cleic a cidニ
ED T A




Medu sahe ad，， を 示 す薗群 と， 不整 円型 あ るい は
円形ボ タ ン 状の S m O Otb 型の コ ロ ニ ー を形成 す る 菌群
に 分か れ て い る9I． 後者 の薗群は蛋白分解性 C． ム0 払
桁 川 弼 と酷似 してい る が， これ らの C． 頭0叩 那 乃gSが
缶詰か ら多数分離 され る と い う 公衆衛生学上 の 実際的
問題に 鑑み ， 缶詰由来の C 坤 0叩 卵 形鮎 が蛋白分解性
C 由 加 伽 鋸机 と そ れ ぞ れ い か な る 関係 に あ る か を
D N A－D N A相同性試験 に よ り検討を試み た． なお ， 蛋
白分解性 C 一わ如 肋 用 肌 と C． 卸 叩邸 乃 俗 の細胞壁構
成糖が異 な り， C． ゆ 抑 曙 抑 都 は ガ ラ ク ト ー ス ， C．
ね 加肋 硝 肌 はグ ル コ ー ス を有す る こ とか ら， 細胞壁構
成糖を比較す る こ とは 両菌種 の鑑別 に有用 で あると 一
部の 成幸 に 記載され て い る こ と1呵こ鑑み ， こ れ らの C
坤0 グ聯 乃鉛 に対 して こ の観点か ら検討を加 えた ． 併せ
て細胞壁構造と免疫反応が密接 に 関連す る こ とか ら，
両菌種 の表面抗原 に対 す る凝集反応 を検討 し た．
材 料 と 方 法
工 ． 使用 菌株
C 加 妨 肋朋 帥 叩 卿 惜 63株 こ 松田典彦氏 く日本缶
詰協会研究所， 横浜う によ り缶詰 か ら分離さ れ た もの
を， 培養性状， 生化学性状， ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ ー
に よ る代謝産物の分析お よ び毒素贋性か ら， 著者 の研
究室で C 頭 0叩 邸 犯gぶ と 同定 した 62株 くJ－ レーJ－62う9I
お よ び レ フ ァ レ ン ス 株 と し て の C 申 Or 聯 循gぶ
P A 3．6791い くこ の株 は上 記松田氏よ り分与 を受 けた1．
蛋白分解性 C わざかど成び 椚 占0ねgオ乃鋸 桝 こ A 塾 4株， B 型
9株， F 型 4株． この うち C． わ 血働 欄 間 A ．19 0くA 型う
が D N A－D N A相同性試験お よ び凝集反応 に お い て レ
フ ァ レ ン ス 株 と して用 い られ た ． 本 薗は 日本 に お い て
最も頻用され てい る代表株の ひ と つ で あ る鋸1 2I 瑚
H ． コ ロ ニ ー 性状
コ ロ ニ ー 性状 は， 2 ％くWノVぅ に グ ル コ ー ス を加 え
た 10％くVノVう血液寒天培地お よび プ レイ ン ハ ー トイ
ン フ ュ ー ジ ョ ン くbrain he a rtinfu sio n， B H l， ニ ッ サ
ン ， 東京う 寒天培地を用 い て 観察 した．
m ． 胞子 形成能の 測定
ク ッ ク ド ミ ー トブ ロ ー ス 川 で 37
0
Cに て 1 晩培養 し
た 薗液 の 1白金耳 を， B H 工寒天培地 お よ び 2 ％ くWノ
Vl プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン No ．2くDifcol， 0．5％ くWI
VI塩化ナ トリ ウ ム ， 1．5％ くWノVう寒天 を加 えた ペ プ
ト ン 寒天 培地に 塗布 して ，370Cに て 48時間水素 ガス 下
で 嫌気培養 した． 生 じた集落 を W irtz の 方法151に よ り
塩
胞子 染色し て ， 少く と も 1，00 個の 薗細胞を数え， この
中の 胞子 数を計測 した
． 胞子 形成率は総菌数に 占める
胞子 数の割合 で示 した ． 光学顕微鏡下の 10視野いずれ
に お い て も胞子 が 観察で き なか っ た場 合， り 検出不能
，，
と 判定 した．
I V． 耐 熱性試験
小試験管く12XlO6m mう 中の ク ッ ク ドミ ー ト ブロ ー
ス 川 で 1晩培養 し た薗液0．5 mlを 0．05％ しWノVl に
シ ス テイ ン 塩酸塩 を加 え た 中試験管 く1 7x165m 血





こ の 培養液 を 用 い て ， 耐 熱性 を定性的
お よ び定量的 に測定 した




C， 15分お よ び 1000Cに て 1 ， 2， 3時間
そ れ ぞ れ 加熱 し た 後 に ， 被験 菌液 の 1 mlを0．05％
くWノVうシ ス テ イ ン 塩酸塩， 0．1％くW ハハ寒天 ， 1％
くWノVl グル コ ー ス ， 1％ くWノVl 可溶性デ ン プンを
加 え た 中試験管中の BH 工 ブロ ー ス 10mlに 接種して，
37
0
Cに て 48時間培養 し て 発育 の有無 を観察した
． 定量
的測定 に お い て は， 同様 に加熱 した 被験薗液をB HI
ブ ロ ー ス で 10倍段階稀釈 して， 各稀釈液の 0．1ml を，
1％ くW ハハ グ ル コ ー ス ， 1 ％ くWノVl 可 溶性デン
プ ン を加 えた B H l寒天培地20ml に 混釈 して接種し，
37
0
Cに て 48時間嫌気培養後 に生 じた 集落数 を測定し
て耐熱性胞 子数を求め た ．
V ． D NA の 調製
被験薗 を1 ％くWノVコ プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン 扶
五 栄養， 大阪う， 1％くWノVフポ リペ プ ト ンく大五栄勤 ，
1■5％ くWIVl 酵母エ キ ス くDifc ol， 1 ％ くWIVl グ
ル コ ー ス ， 0．1％ くWノVラ フ ル ク ト ー ス ， 0．05％くWノ
Vフ シ ス テイ ン塩酸塩 お よ び金属塩顆 川 を加 えた培地
を用 い て培養 した ． C． 郎 0ク聯 乃gり －53株 の 標識 D N A
の 調製に は， 3％ くWIVl トリ プ チ ケ ー ス くB BU，
1 ％ くWノVフ グ ル コ ー ス ， 0．05％ くW ルう シ ス テイ ン
塩酸塩， 0．03％ くWノVう チオ グリ コ ー ル 酸ナ トリウム
く和光， 大 阪フおよび金属墟顆 川 ， ビ タ ミ ン類10切 入っ た
100mlの 培地 に ， 10pCiの
3H一 チ ミ ジ ン く日本アイ ソ
ト ー プ協会， 束京う を加 えた
．
C． 鮎吻道元 川 軋ん190株
の標識 D N Aの 調製 に は ， 上述の 培地 に 0．3％くWIVI
BH l を加 えた ． す べ て に お い て， 対数増殖期後期にペ
ニ シ リ ン G を最終濃度が 50ノJgノmlに な る よう に加え
て， さ ら に 30分間培養 した． 被験培養液 を遠心集菌し，
得 ら れ た 薗塊 を 0．15 M塩化 ナ ト リ ウ ム ， 0．01 M
ethylen edia mine tetr aa cetic a cidくE D T AHpH8－0ラ
te mperatur e at which ther eis 50％ diss o ciatio n of ho m ologo u s a nd heter ogo usD NA
duplexesニ ATmくeJ， the diffe re n c ebetw ee nthe te mper atu r es at which thereis 50％
disso ciation of ho m ologo u s a nd heterologo u sD N A duplex es．
C ね油壷桁 伊 H 動 刑智 紺 漉 の分類学的研究




ー ム く生 化学 工 艶 東京ユ， プ ロ ナ ー
ゼく科研， 東京うを最終濃度が そ れ ぞれ 1 m gノml にな
るよう に 加 えて 3 7
0
C で 15分間保温 し， 続 い て ラ ウ リ
ル硫酸ナ トリ ウ ム く和光ユ を最終濃度が 3％くWノVコ
になる よ う に 加 えて 菌 を溶解 さ せ た． 溶解 菌液 か ら
Mam u rの方法1 6りこよ り D N A を抽出した ．
VL DN A－ D N A相同 性試験
Jo血so nらの方法 川 に したが っ て， メ ン プ ラ ン フ ィ ル
タ ー に よる c o mpetitio nte st を行っ た ． フ ィル タ ー 上
の D N Aくレ フ ァ レ ン ス D N Al に 10JLl の標 識 し た
ho m ologo u sD N Aく1 JLgl に対 し， 100JLlの 2．2倍
強の塩化ナ トリ ウム ー ク エ ン酸 ナ トリ ウ ム 液 く0．15 M
S Odiu m chloride－0－015 Msodiu m citr ate， S S C， pH
7，01か， あるい は C O mpetito rD N Aく通常 75pglの 2．2
倍濃度の S S C溶解液 を バ イ ア ル び ん く6 X25m ml に
加えた． フ ィ ル タ ー のサ イ ズ は 3 X 9 m m である
．
バ
イ アル びん を60
P
C で 15時間保温後， 60
0
C の 2倍洩度
のSS C で洗浄 し， 乾燥 した． そ の後， 液体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カウ ン タ ー くロnile x l．A ， Nu cle a r－ Chic ago． ，
DesPlain es， Illin oislで 放射活性 を測定 した ．
叩 ． D N A－ D N A複合体の 熟安定性就験
Johnson らの 方法1 7りこし たが っ て， メ ン プ ラ ン フ ィ ル
タ ー に固定 した種々 の D N Aと， 3H で標識 した レ フ ァ
レンス D N A との D N A． D N A複合体 を作製 した． こ
の フィ ル タ ー を 2倍濃度 の S S C溶液で洗浄 した 後，
l12濃度の S S C溶液 に 浸 し， 温度 を5OCずつ 上 げる
ことに よ り， 解離 してく る3H ．D N A の量 を液体 シ ン チ
レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で測定 し，50％解離温度 を求め，
レ フ ァ レ ン ス D N A の 50％解離温度との善くATmくeンl
により， 熱安定性 を表わ した．
冊 ． 細胞 壁構成糖の 分 析
被験菌を1 ％ くWノVコ プ ロ テオ ー ス ペ プ ト ン No ．2
のifc ol， 1％くWJVl酵母 エ キスくDifc ol， 0．5％くWI
VI グル コ ー ス ， 0．05％ くW ル1 シ ス テイ ン 塩酸塩 を
含む培地で培養 して， Cu m min sの 方法101に よ り細胞壁
を調製して， 東洋源紙 No ．50く東洋， 東京コを用い る ペ ー
パ ー ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よ り構成糖 を分析 した．
E ， 凝集反 応
被験菌 を 1％ くWノVう ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン
くB B Lう， 1％ くW ハハ ブ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン N．． 2
CDifc ol， 0．5％くWハハ グ ル コ ー ス ， 0．05％くWノVl
シス テイ ン塩酸塩 を含む培地で培養 した ． Solo m o nら
の方法用 に した が い ， 18時間培養 した 菌液 を100
0
C で
60分間加熱した も の を抗原液 と して， 家兎 を用い て抗
血清を作製 した
．
2倍段階稀釈 した抗菌血清 1 ml と適




定し， 明瞭な凝集 を示 す最高稀釈の逆数 をも っ て凝集
価．と した．
成 紙
王．缶詰由来の C． 亜 0，聯 乃 郎 の 培養性帆 胞子形成
能お よ び 耐熱性
缶詰由来の C． 頭0，聯 乃gざ62株 は， 血液寒天培地 お
よび B H I寒天 培地 に お ける コ ロ ニ ー 性状か ら 2群 に
分 け ら れ た． C． 卸0，聯 n eSに 特徴的 な
LL
M edu s a
be ad
，，
を示 す菌群 21株 を ト型菌 と し，不整円形ある い
は円形 ボタ ン状で s m o otb塑 コ ロ ニ ー を形成す る菌群
41株 を王I型菌と したく図1a， 瑚 ． これ ら の菌株 の コ ロ
ニ ー 性状は 2株くJ－5， J一 班 を除い て， 長期にわ た り
安定 して い た． I型菌 コ ロ ニ ー は寒天培地表面 に 固く
接着 し， 白金耳で は容易 にはが れ な か っ た の に対 して，
H型菌コ ロ ニ ー は寒天培地表面か ら容易に除去 し得 る
もの で あっ た ． 王型菌 21株の うち ， 18株く86％Iは恒
常的に胞子を形成す る こ とが 顕微鏡観察に より確認 さ
れ た の に対 し て， H型 菌 41株 のう ち， わ ず か 8 株
く20％Iにお い て胞子が観零さ れ た に過ぎな か っ たく表
い ． しか し なが ら， これ らの 菌株 に つ い て 耐熱性試験
を行 っ た結果は い く らか 意外 な成績 を示 した． すな わ
ち 工型菌 にお い て は， 21株 全株が 75qC， 15分の 加熱に
耐 えるが ， 100
0
C， 1時間の加熱に はわ ずか 9株 が 耐え
るに過ぎず， 100
0
C， 2時間の 加熱に は全株 とも耐 え る
こ とが で き な か っ た
．
こ れ に対 して工工塾菌 に お い て は，
被験 41株中9株 く22％J が 75 て二， 15分の 加熱 に も耐
えなか っ たが ， 耐熱性 を示 した 32株中28株 は 100PC，
1 時 間 の 加熱 に 耐 え， さ ら に こ の 28株 中26株 は
100
0
C， 2時間の加熱 に も耐 えた く表 1う．
次に 工塾菌， 工 型 菌か ら無作為 に各々 5株 を選 ん で，
胞子形成能を定量的に 測定 した 懐 2う． 工型菌 の 5株
はい ずれ も寒天 培地上 での 胞 子形成は良好で， 顕微鏡
観察 に よ る 胞 子 形成 率 は， ペ プ ト ン 寒 天 培地 で
2．3へ 87，5％， B H I寒 天 培地 で 9．0へ 83．3 であ っ た．
75
0
C， 15分加熱処理後の耐熱性菌数 は 1．1XlO6 くJ．引
旬 2．7XlO7くJ－5う個ノml であ っ た が， 100
0
C， 1時間の
加熱に は全株 と も耐 え られ なか っ た ． 廿型菌5株 に つ
い て は， い ずれ も寒天 培地上 に お ける胞子 の 形成 は顕





C， 15分の 加熱 に対 して 1株 くJ－12コ は 耐性 で な
か っ たが ， 他の 4株 は 1．7XlO3くJ． m へ 2．6XlO5くJ．
川 個ノmlの 耐熱性菌数 を示 した． こ れ らの菌株は い ず
れも 100
0
C， 1時間の加熱に耐 え， さ ら に この うち の 1
株 を除い て 1000C， 3時間の加熱に も耐性であっ た． 以
上 の成績か ら， I型菌は胞子形成 は良好であるが， 比
較的耐熱性の鋳 い 胞子 を形成 す る菌群 である の に対 し
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くal くbう
Fig． 1． Colo nies of Ck，Stridiu m si，O rQ ge n eS Str ain s o nblo od
－gluc o se ag r－くalColo ny－ty peIくstrain J－53l，くbl
C Olo ny．ty peIIくstr ain J－621．
Table l． Sporulation and he at resista n c e ofthe two c olo ny－ty pe S Of Closiridiu m 坤OrtqeneS
Nu mber of str ain s showing





＋ strain s sticke ning Dete ctable








15 min lhr 2 hr
I R hiz o d， Or
L LM edu s ahe ad
，，
21 21 18 21 9 0
H Sm o oth， r O u nd， O rbutto n－1ike 41 0 8 32 28 26
糠 Se eFigu r el．
拍 Spo re s w er edete cted by mic r o sc opic e x a min atio n．
て ， 工1型菌は胞子形成 は貧弱で あ るが ， 耐熱性の 強い
胞子 を形成す る薗群 で ある こ と が わ か っ た，
II． DN A． D N A相 同性 お よ ぴ D N A－D N A複合体
の 熟安定性
C． 砂 卯 増 刷 闇 I型 軌 工王型菌か ら それ ぞれ 7株， 8
株 を 無作為 に選 び， あ わ せ て C． 柳 ナ 聯 乃お
．P A
3679くコ ロ ニ ー 性状 と して は工1 型壱削 か ら それ ぞ れ
D N A を抽出 し， レ フ ァ レ ン ス 株 と した C． 抽 祝 伽 祝朋
A－190くA 塾1 お よ び C． 政 明 脚 臓 寸 53く工型 齢 の
標識 した D N Aに 対 して ， D N A－D N A相 同性試験を
行 っ た く表 31． 工工型 菌 9株は C 占of祝gわ2 緑川 A－190の
標識 D N Aに 対 して 81へ 91％と 高 い 相同性 を示 した
が ， C． silO YVge n eSJ－53の 標 識 D N Aに 対 し て は
66へ 74％の 相 同性 を示 した に 過 ぎな か っ た ． こ れに対
して I型菌 7株 は， C． botulin u mA －190の 標識 DN A
に 対 して は 66ノ ー 73％の相同性 を示 した が， C． 頭0 秒
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Table 2． Spo r ulatio n a nd he at r esista n c e ofstr ain s of Clostridiu m spo rqge
Spo rulatio nく％l o n
Colo ny－ty Pe
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ホ No spor e sdete cted．
Table 3． Re a ss o ciatio n of DN As a mple sfr o m Clostridiu m sportm n esis olates with D N A fr o mthe
referenc e strain s ClostYidiu m botulin u m A－190and C． 坤O rtm n eSJ－53
Labelled D N Aso u rc e








bo u ndく％1 A TmくeI ぐCJ
C． ゐ0わィgオ乃祝椚
A－190 100 0 67 5．5．．－．－－
















































































The e xte nt of bindingbetw e e nD N A from the te stisolates a nd labelled D N A fr o m r ef re n c e str ain sis
e Xpr ess ed a s ape rc e ntage relative to the e xte nt of binding betw e e nlabelled and unlabelled D N A fro m
the r efe ren c e str ain－ Spe cific activities ofthe labelled D N A fro m strains A －190a ndJ－53w er e15，000a ndl，30c．p． mノpg， re Spe Ctiv ely－ ATmくe，is the diffe r en c ebetw ee nthe te mperature s at whichthe reis 50％diss ociatio n of ho m ologous a nd heter ologo u sD N A duple x e s．
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g別働待 J巧3 の標識 D NA に対 して は 89へ 100％と高い
相同性 を示 した． 以上 の成績 か ら， C． 頭 0，聯 乃 俗 工型
菌， 工 型 菌 は D N A． D N A相同性 のう えか ら はそ れ ぞ
れ 均 一 な菌群 と見て よ い が ， 両菌群 は互 い に 区別 し得
る菌群で あ る こ とが わか っ た
．
ま た C． 砂ロケ聯 乃 邸 工工
型菌は D N A．D NA 相同性の う えか らは 蛋白分解性 C．
ゐ0如ガ犯鋸桝 と 区別 し得 な い 菌群 で あ る こ とが わ か っ
た ．
続い て， こ れ らの DNA－D NA 複合体の熟安定性試
験 を行 っ た． 工I型菌6株 と C． ゐ0如方形裾 刑 A －190 との
D N A－D N A複合体の A Tm くeI は 0．5〆 － 1．5
O
C を示 し
た の に対 して， 1型菌 2株と C． わ 勿 劇 物 綱 A －190 と
の DN A－ D N A複合体の A Tm くeIは 7．0
0
Cを示 した ．
仁 政 明 卿 昭 J．53く工型菌J と C．頭0叩 邸 乃 お J－21く王I
型菌I お よ び C boiuHn u mA －190 と の DN A－D N A複
合体の A Tm くeI は 5．3 お よび5．5
0
C を示 した の 対 し
て ， C 頭0，聯 刑 部 J－53 と C頭0，喝 ぞ循 郎 J－1 く工型菌コ
との DN A－DNA 複合体の A Tm くeJは 0
0
C を示 した ．
図 2に ， C． botulin u m A －190 と C． 頭O rQgen eSJ－36
く工1型菌I お よ び C． 紗 抑 喝 閻 魔 J．53く工 型菌1 との
D NA－DN A複合体 の熱解離パ タ ー ン を示 した． 以 上 の
成績か ら， C 頭 0叩が 乃8 ざ工型菌， 工1塾菌は 互 い に区別
し得る菌群である こ と， お よび C． ゆ0，曙 g乃 都工工型 菌
は蛋白分解性 C． わ蝕 肋 硝 桝 と区別 し得な い 菌群 で あ
る こ とが わ か り， D N A－D N A相 同性試験 の成績 を確認
した
．
Im 細胞壁構成糖 の 分析
C 政 明 脚 岨 H 型菌か ら 6株， 工工塾菌 か ら 6株 を無
作為 に選 び， 蛋白分解性 C 血頭 痛 加 棚 17株 くA型 4
株， B 塾9株， F塾4株コ を用い て， 細胞壁構成糖 に よ
り そ れ ぞ れ の菌群が鑑別 し得 るか 否 か検討 し た く表
4う． 細胞壁構成糖 に 関し て は， ガ ラ ク ト ー ス の み ， あ
る い はガ ラ ク ト ー ス が 主で微量の グ ル コ ー ス を含 む菌
株 をガ ラ ク ト ー ス 型， グル コ ー ス の み を含 む薗株 を グ
ル コ ー ス 型 と した． C． ゆ の 聯 循 郎 工 型菌 にお い て は ガ
ラ タ ト ー ス 型が 2株 で， 残 り 4株か ら は糖が検出され
な か っ た． C． 郎0ナ聯 乃8ぶ工工型 菌 に お い て は， ガ ラ ク
ト ー ス 型が 2株 ， グル コ ー ス 型が 1株 で ， 残り 3株か
ら は糖が 検出さ れず， 工塾薗， H型菌の 間 に は細胞壁
構成糖に 関 して差異が認 め られ な か っ た ． 蛋白分解性
C 一わ加肋 川 刑 17株の細胞壁構成糖 に関 して は， ガ ラ
ク ト ー ス 型が 9株， グ ル コ ー ス 塾が 4株で ， 残 り 4株
か らは糖が検出され な か っ た ． 型別 で は， A 塾 4株中
ガ テク ト ー ス 型が 2株，残 りの 2株 は糖検出陰性， B 塾
9株中ガ ラク ト ー ス 型 が 5 粗 グ ル コ ー ス 型が 2疎，
残りの 2株は糖検出陰性， F型 4株中ガ ラ ク ト ー ス 型
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Tem pe ratu re
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Fig． 2． T he rmal elutio n pr ofiles of ho m ologo us
and hete r ologo u sD N A duple x e sfo r m ed with
ClostYidium botulin u mA ．190 D N A．
く01，Ho m ologo u sD N A duplexe s ofstrain A－190ニ
く中1， hete r ologo u s D N A duple x e sbetw e e nC．
Si，O rt7ge n eSJ－36くty pe －IIla nd A．190ニくAl，hetero－
logo u sD N A duple x e sbetw ee nC． 郎O YtU n eSJ．53
くty pe－Il and A ．190．
壁構成糖 に お い て 差異 は認め られ なか っ た ．
N ． 凝集反 応
C一 郎 財 閥 釧 闇 J－53く工塾菌I， C． 宙0ナ聯 乃eり 一62
く工工型 菌う， C． 占0加gオ乃祝 別 ん190 の加熱菌体に 対する
抗菌血清 を作製 し， 無作 為に 選ん だ C ．砂 0明 野乃郎 I
型 菌 7株， 工工型薗 7株 お よ び蛋白分解性 C． 如血粛別 間
8株 くA 型 3株， B 型 3株， F 型 2株コ の 加熱菌体抗
原 に 対 して凝集反応 を行 い ， それ ぞれ の 菌群 が鑑別し
得る か 否か検討 した く表 5I． C． 幼フ， 聯 乃どぶ 工塾 菌7
株は ， 工 塾薗抗菌血清に 対 して 全株 と も 640へ 1，280の
高 い 凝集価 を 示 し， か つ 工I型 菌抗 菌血 清 に 対 し
160句 1，2鋸 の 凝集価 を示 し たが ， C． 占0如 肋 鋸椚 抗菌
血清に 対 して は 2株 く凝集価 ， 80う を除い て凝集しな
か っ た ． C． 砂0 ナ聯 乃 鮎 工工塾菌 7株 は， H 型菌抗菌血清，
C． 如 吻働 肋 刑 抗菌血清に 対 し， お の お の 1株くJ－62薗
の H型菌抗菌血清に対す る 凝集価， 2，560リ ー12菌の
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Table 4． Cellw a11s uga r c o mpo n e nt of Clo stridium spo rq ge n es a nd C
969
No of
Spe cie s andtype strain s
tetsted
No ． of str ain s sho wing suga r c o mpo n ent ty pe of
Gala cto se蠣 Glu c o s e No s ugar
C． 占0血ZZ乃鋸椚
招
1 7 9 4 4
一一－ － － －－－1一－－－－．－－．－－．．－－－－ －－－－－－－－ －－－ －－－一一－ －－－－－－－－－－－－－－－－ －－－－－－－－－－－一一－－－－－ －－一 一－－ － －－－－－－－－－－ － － －－－ ．－．
C sPoYtm n eS， ty pe
－I 6 2 0 4
C sPo rPgen eS， ty pe－II 6 2 1 3
＋ Gala ctos e， the str ain c o ntain1ng O nly gala cto s e， Orgala cto se with a s m alla m o u nt ofglu c o s ei
glu c o se， the str ain c o ntaining only glu c o s e．
書轟Ty pes a nd n u mbers ofstrain ste stedこ ty pe A， 4ity pe B， 9ニ ty pe F， 4．
Table 5． Agglutin atio n r eaction of Clostridiu m 車0ナ聯 n eS a nd Clo stridiu m bot
Agglutin atio ntite r with a ntis er um again st
Antige n C み頭痛 捌 憫 C 功 叩 脚 昭
A －190 J－62くty pe－m J．53くtype．IJ
C わわ ぁ 鋸刑 事 8 640－1，280 80－ 160 S40
－－1－－－－－－－－－－－－－－ － － －－－－－－－－－－－－－－ －－－一一一－－－－－－－－－－－ －－－ －－－－－－1－－－－－ －－－－－－－一一－－－ － － － －－－－一一－－－－－1－ －－－． －一一 － ．
C 頭O r聯 n eS， ty pe－II 7 160－ 640 160－ 2．560 三墓160
C 頭O Yt7ge n eS， ty pe－I 7 墓80 160－ 1，280 640－ 1．280
書 Type s a nd n u mbe rsofstrain ste stedこ type A， 3ニ ty pe B， 3i ty pe F， 2．
C． わ知友雅紀桝 抗菌血 清 に対す る凝集価， 64の を除い
て， 両抗菌血清に対 し， い ずれ も 160へ 320の凝集価 を
示した． また こ の工工型薗 は 工型菌抗菌血清に 対 して は
3株が凝集価80へ 160を示 し， 残 り 4株 は ま っ たく凝
集しなか っ た． C． ろ0加 伽 祝 桝 8株 は C． 加地扉玩髄 刑 At
190抗菌血清に 対 して は 640旬 1，280 の 高い 凝集価 を
示し， か つ工王塾 菌抗菌血清に 対 し凝集価 は低い なが ら
も明ら か な被凝集性く凝集価 80へ 160Iを示 した． しか
しなが ら C一 坤 の 聯 乃鮎 工塾 薗抗菌血清に 対 し て全株
とも凝集 しなか っ た
． 以 上 の成疎か ら， 加熱菌体抗原
を用い る凝集反応 に よ り， C． 車0ナ聯 乃 お 工型 薗と 蛋白
分解性 C． あ血 清 那 肋 は 抗原 的 に 差 が あ る が， C．
卸 町卵 礪 工I型菌 が抗原的 に 両者の中間 に 位置 す る
ことが推定され た．
考 察
本研究に お い て， 著者 は C． 蜘 嘩 狩乃 邸 と蛋 白分解
性C ト わ如 桁紬 胱 との 分類学的， 遺伝学的関係 に つ い
て検討した
． 両薗種 は培鼠 生化学性状お よ び D NA－
D NA相同性 にお い ても 区別 し得 な い こ とが 報告 され
ている 恥 彗 両者は毒素原性 の有熟 す なわ ち C 砂0 粋
が 乃eぶは毒素原性を示さず， 蛋白分解性 C． 加痛扉玩肌 用
は毒素原性 を示 す こ と で 区別 され てい るに 過ぎな い 即．
John s o n191は D N A－D N A相同性お よ び D N A．D NA
複合体 の熱安定性 の観点か ら ge no． spe cie sを設 定 し
た． こ の う ち D N A．D N A相同性 で 80％以上 の値 を示
し， か つ レ フ ァ レ ン ス 薗株 の DN A－D N A複合体 の
Tm くeJ に対 す る A Tm くelが 0
0
C に近 い 菌群 を gen o．
V a riety， ま た D N A． D N A相同性で 60へ 70％の値 を示
し， か つ レ フ ァ レ ン ス 薗株 の D NA－D N A複合体 の
TmくeJ に 対す る A TmくeJ が 7 － 9 で を示す菌群 を
ge n o． subspe ciesとJohn so n瑚 は定 義 した
． 本研 究で
用 い た缶詰由来の C． ゆ 卯 閥 捌 購 62株 に 関して は， コ
ロ ニ ー 性状な どか ら 王塾薗，工工塾 菌の 2群 に 分け られ，
この う ち H型薗が蛋白分解性 C ．わぬ劇 他 職 と 区別 し
得ぬ 菌群 で あ る こ と を著者 は明らか に した ． すな わ ち
工型薗21株 は レ フ ァ レ ン ス 株 C． ゐ 血助 閥 憫 A．190に
対 し て 66へ 73％の D N A． D N A相同性を示 し， A TmくeI
が 7．0
0
C を示 したこ とか ら， D N A分類の観点か ら
は ge no－ S ubspe cie sと し， 他方II 型薗41株 は レ フ ァ レ
ン ス 株 C一 助 祝gわz祝 雛 ん190に対 して 8 ト 91％の 高い
D NA．D N A相 同性 を示 し， A Tm くeJ が 0
0
C を示 した
こと か ら， 理論 的に は蛋白分解性 C． 摘 録め2 祝桝 と C
Si，O YT7gen eSII型菌 は 同 一 SpeCie sの gen o， V a rietyとみ
な してよ い こ とが わ か っ た ． しか しな が ら， ボ ツリ メ
ス 症とい う医学， 公 衆衛生学上の実際的問題 を考 えれ
970
ば， 毒素原性 を示 す 蛋白分解性 C． 如血 助 職 制 と C．
silO rVgen eSII型菌と が D NA ．D N A相 同性 で い か に 区
別 し難い に せ よ， 両者 をそ れ ぞ れ別種 と して 区別せ ざ
る を得な い と思わ れ る．
胞 子 形 成能 と耐熱性 と の 関係 に つ い て は， C．
砂 0叩 卵佗 び 工型菌 は胞子形成能 は良好であるが， 比 較
的耐熱性の弱 い 胞子 を形成す る菌群 で ある の に 対 し
て， H型菌 は胞子形成能は貧弱であるが ， 耐熱性 の強
い 胞子 を形成 す る菌群であ る こ と が わか っ た ． こ の よ
うに 胞子形成能 と耐熱性と の 関係 は， C j地 中玩 都 制
に お い て も報告され て い る8I 抑 ． 本研究 にお い て用 い ら
れ た C． 卸0ナ聯 乃郎 は高熱で 予め加熱処理 さ れ た 缶詰
か ら分離さ れ て い る た め に ， 耐熱性の消失変異， ある
い は胞子 形成 は貧弱であるが 耐熱性 の強 い 胞子 を形成
す る菌群が選択 され た こ と も考 え られ る．
細胞壁構成糖 を同定， 分類学上の鑑別性状 と して重
視する傾向が み られ ， Be rgey
，
s m a n u alof dete rmin a－
tive ba cteriolog y第 8版2叫こお い て も， C
属 を は じ め C8り明 8ゐ戊C血 液 桝 属， 拘 わ刀 伽 cね 血 椚
属， A 血舶 明 購 血k 冒な どの グラ ム 陽性梓菌 を中心
に 各菌種 に つ い て 細胞壁構成糖 が記載 さ れ て い る．
C 放め克肋 憫 属 に お い て は， 諸性状 が酷似する こ とか
ら， そ の分類 ， 異同に つ い て論義の 絶 えな い C． ざO デー
dg描fと C． 物如 拙 錯 血 那 と の 間に2 2I， 細胞壁構成特に
明確な差異があり， 同定の鑑別性状と して用 い 得る こ
とが報告 され て い る231叫 ． C 郎 0ナ聯 乃お と蛋白分解性
C． boiulin u mO 細胞壁構成糖 に関 す る Cu m min sの
成績 岬 は両者 を区別 し得る よ うに 記載 して い るが ， わ
ずか 5株 の成績に基づ い て い る． 今回 多数 の菌株 く蛋
白分解性 C． わ 血 肋棚 澗 ， 17株 ニ C． 頭ロナ 聯 乃 お 工型菌，
6株 こ同H型薗， 6株I を用 い て検討 した と こ ろ， 両
菌種 の 細胞壁構成糖 は そ れ ぞ れ 不均 一 な 糖構成 を示
し， 両菌群 の間に差異は認 め られ ず， 細胞壁構成糖 に
基づ い て両菌群を鑑別す る こ と は困難である こ とが わ
か っ た
．
ま た D N A－D N A相同性で約30％の 差が ある
C． 砂 抑 曙 摘 心 I型菌， 工I塾菌 の 間に も細胞壁構成糖に
関して 差異 を見い 出す こと は で き なか っ た．
凝 集反応 に よ る C． ゆ 卯 喝 抑 闇 と 蛋 白分解性 C
お顔働 勒 刑 と の鑑別 の有効性 は未 だ証明 さ れ て い な
い ． 今回， 加熱菌体抗原 を用い る凝集反応 に よ り蛋白
分解性 C． 如血麒 肋 刑 と C 砂 0，聯 乃 郎 工型菌は 容易
に鑑別 し得 る こ とを著者 は明 らか に した
．
ま た， 蛋白
分解性 C ．わ 触肋 川 珊 と D N ん D N A相同性 に お い て
も ー 致 す る C． 頭0明 野乃 郎 工工型菌 に 関 し て鱒， C．
わ 勿働 肋 憫 A－190抗 菌血清 に 対 す る 凝 集性 が C．
わ 加 肋 潮 間 に 比較 して 明ら か に 低 い こ と か ら， 抗原構
成上何ら か の善が ある可能性が 示 唆さ れ た．
塩
結 論
缶詰由来の CJosわ滋好況 椚 頭0叩 邸 乃 鮎 62株と蛋白分
解性 C ぬ油壷肋間多 血 血粛 那 脚 17株 を用 い て， D NA．
D N A相 同性， D N A－D N A複合体の 熱安定性およ び抗
原性状 を検討 す る こ と によ り， 両菌種 の 分類学的， 遺
伝学的関係を検討 して ， 以下 の結論 を得た．
い 缶詰由来の C． 申0ナ堀 留乃 鮎 62株 は， C． 卸 叩 邸 乃e5
に特 徴的な
LE
M edu sahe ad
，，
の コ ロ ニ ー を示す菌群
くコ ロ ニ ー 型 工型菌う21株 と， 不整 円型ある い は円形
ボタ ン状 で s m o otb 型の コ ロ ニ ー を形成 し， 蛋白分解
性 C． 鮎 吻倣 別 間 と培養， 生化学性状 の酷似する 薗群
くコ ロ ニ ー 塾 H型薗コ 4 1株 に 分か れ た ．
21C． ゆ 川 砂 彿 鮎 工 型 菌21株の胞子 形成 は良好で，





C， 2時間の加熱 に耐 えた薗株 はな か っ た
．
こ
れ に 対 して ， C． 頭0叩 卵 乃gぶIl型菌 41株の胞子形成は
貧弱 であ っ た が， そ の過半数 の 株 く26株う は100
0
C，
2時間の加熱 に も耐 え る菌株 であっ た ．
3う C． 砂 ロケ聯 乃 郎 工塾菌 7株 は レ フ ァ レ ン ス株C．
botulin u mA －190株 と 66旬 73％の低 い D N A，D N A相
同性 を示 し， D N A－ DN A複合体 の ATm くel は7．O
O
C
で あ っ た ． こ れ に対 して ， C． 頭0 ナ聯 乃 郎 工l塾薗8株は
C． botulin u mA －190 と 81旬 91％の 高い D N A－D N A相
同性 を 示 し ， D N A－D N A複 合体 の ATmくel は
0．5 － 1．5t で あっ た ． しか し C． 郎 の 脚 光 俗J－53株く王
型菌lと は 66J， V 74％の低い D N A－D N A相同性を示し，
D N A－D N A複合体 の A Tm くeン は 5．3
O
Cであっ た ． す
な わ ち， C． 頭 O rq gen eSII型菌は D N A－D N A相同性に
お い て蛋白分解性 C． 加地扉玩肌 用 と 一 致 し， C． 砂0 和一
が 制 娼 工型菌 と は区別 し得 る菌群 であっ た ．
41 つ づ い て C． 坤ロケ 聯 乃 郎 I型菌 6株， 王I 塾菌6株
お よび 蛋白分解性 C． 加痛扉加肌 用 17株くA 型4晩 B型
9株， F塾 4株ンを用い て， 細胞壁構成糖 を分析 したが，
それ ぞれ の菌群の鑑別に は有効で な か っ た ．
5コC． 車 の 聯 乃 お I 型菌7株， II塾菌7株お よび蛋
白分解性 C． 血清扉玩肌 用 8株 くA 型 3株， B型3株， F
型 2株う を用 い て， 加熱菌体抗原 を用い る凝集反応を
行 っ たが， C． 頭0 ナ昭 g乃gS工塾薗と C． 占0ねZあ2餌雛 は明
確 に 区別 し得 るが ， C． 頭ロケ 聯 乃gぶ工工型菌は抗原性状
上， 両者の 中間移行的位置に ある こ とが わ か っ た．
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A bstract
T he pr ese nt study w a spur sued to in v estigatet he ta x o n o mic alpo sitio n a ndge n eticalrelation．
Ship of CZos tridium spo roge nes to prote olytic Clo stridiu m botulin u m． Sixty tw oisolates ofC
SPO rOge n e Sfr om c a n ned foods w ere e xa mined fo r c ultu r alpr ope rtie s， he at r e sista n c e and D NA．
D N A ho m olog yto C botulinum A －190． Spo rulatio n w as obs e rv ed in m o st of 2 1u mbo n ate
a nd rhizoid alc olony
－for ming str ainsくc olo ny－ty PeIstrainsJ，but n otin ln O St Of t he r e m aining4 1
Strains withc o n v e x a nd cir c ula r o r c r e n ate c olonies witha m at to se mi－glossy s u rfa c eくc olo ny－
ty pe 正 strainsJ． M o re than halfof thelatte rstrainssho w ed m uch higher he at resista n c ethanthe
COlo ny－ty Pe I strain s． T he D N A is olated fr o mcolo ny
－ty Pe H strains w as 8 1％ or m o rehom olo ．
gou sto C botulin um A －1 9 0 D N A， fo r ming D N A duple x e s which exhibited ther m o stabilities
Sim止a r to ho m ologo u s D N A duple x e s of str ain A －1 9 0． Colo ny
－ty Pe I str ain sdiffe red fro m
Cbotulinu m A －1 90 by 3 0 to 4 0％ D N A ho m ology a nd the D N A duple x e sfo r m ed betwee nthese
Strain s and strain A －1 9 0sho w ed AT mくeJvalu es of 7．0
0
c w he n c ompa r ed wit h t he Tm くeJof
ho m ologou sD NA duple x e sofstrain A－19 0． Although the an alysis ofc ellw a11sugar com
．
po ne nt
W aS n Ot u Sefu 1 to differe ntiate these ty pes ofC spo roge n e s a nd pr ote olytic C bo tulin u m each
Othe r， t he agglutin atio n re a ctio n by u sing he at
－tr e ated so m atic antige n disclo s ed so m e a ntige nic
differe n c e s a m ongthesegro ups．
